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通过免疫荧光、GST-pulldown 等实验，我们对 HOPs 复合体在哺乳动物细
胞中的相互作用蛋白进行了较为系统的探索，研究的主要结果如下： 
免疫荧光实验表明，HOPs 复合体的六个亚基和 Rab7 在细胞内没有共定位，
但同时过表达 RILP（Rab7 的下游效应因子）和 HOPs 复合体，发现 RILP 和
HOPs 复合体的各个亚基（除 VPS33）有明显的共定位，而且 RILP 能将 HOPs
复合体的各个亚基（除 VPS33）募集到晚期内体的囊泡膜上。同时，通过
GST-pulldown 实验表明，RILP 与 HOPs 复合体（除 VPS33）存在相互作用。随
后通过一系列的免疫荧光实验和 GST-pulldown 实验表明，发现 RILP 的氨基端
与 HOPs 复合体相互作用，即不依赖于 Rab7 的作用。其中，VPS41 亚基是通过
其羧基端与 RILP 直接相互作用的蛋白，在 RILP-HOPs 复合体的相互作用中发
挥关键作用。通过 EGFR 内吞实验，发现当使用 RNAi 干扰技术将 VPS41 干扰
后，EGFR 的降解过程明显受到抑制，说明 HOPs 复合体在 EGFR 介导的内吞





















HOPs complex consists of six proteins: Vps11/Vps16/Vps18/Vps33/Vps39 
/Vps41. HOPs complex implements a regulatory logic that governs endomembrane 
identity and dynamics. Vesicular transport of protein exists throughout the whole life 
of cell, it the important biological sense. 
 Although the human genome encoding each subunit gene of HOPs complex 
have been cloned and identified, its function of identification are rarely known. At 
present the research about the mechanism of bioactive functions has important 
significance in revealing the relevant cell physiology and function. But this field 
have not been investigated extensively. HOPs complex serves as tethering factor or 
GEF (guanine nucleotide exchange factor) for Rab7 to regulate early-to-late 
endosomal transition and late endosomal membrane maturation, which is established 
well in yeast cells, while the understanding for the mechanism in mammalian system 
for this regulation is limited. 
In our primary immuno-fluorescence microscopy experiments, we found that 
VPS11, VPS16, VPS33 and VPS41 alone is cytosolic distribution, and VPS18 and 
VPS39 alone is spotty, and Rab7 doesn’t recruit HOPs to vesicles efficiently. 
Rab7-interacting lysosomal protein (RILP) is a downstream effector of Rab7. We are 
curious to know whether RILP can recruit HOPs complex (except VPS33) to the 
vesicles and the relationship between RILP and HOPs complex. The amino-terminal 
of RILP interacts with HOPs complex independent of Rab7.Most of the subunits of 
HOPs complex (except VPS33) are big proteins with elongated structures, they can 
interact with each other easily. Therefore, we tried to eliminate one subunit through 
pSuper-mediated RNAi approach sequentially, and VPS41 subunit is the major 
partner binding to RILP through its Carboxyl-terminal region, so the C-terminal 
region of VPS41 contributes to the interaction between RILP and HOPs complex. 















complex plays a role in EGFR-mediated endocytic trafficking, which perhaps be 
facilitated by Rab7 and RILP. 
 






















1.1  HOPs 复合体 


















1.1.1 HOPs 复合体的结构 
HOPs 是一个多蛋白复合体，由 VPS-C core complex 和 VPS39，VPS41 构成。
前者包括 VPS11，VPS16，VPS18，VPS33 四种蛋白质。HOPs 的分子量大小约
633kDa，沉淀系数为38S[2,5]。其中Human VPS11（hVPS11）定位于染色体的11q23，
mRNA 的长度约为 4.3kb 并且含有 2826bp 的开放阅读框，其可以编码 941 个氨
基酸，大小约为 107.8 kDa。经蛋白质序列分析可知，hVPS11在C末端含有 clathrin 
heavy chain repeat（CHCR）结构域（site: 411—535），RING-H2 finger 结构域 （site: 
822—860），在其他的蛋白质中，上述结构域将影响蛋白质的特有功能[9,10]。除















hVPS16 含有 2520bp 的开放阅读框，并编码 839 个氨基酸，大小约为 94.7 
kDa。它虽然不含有上述的蛋白基序，但它是可溶解的蛋白质。hVPS16 定位于
染色体的 20p13，并且在人类的所有组织中均表达，mRNA 的长度约为 3.0kb。
hVPS18 cDNA含有 2922bp的开放阅读框，编码一个含有 976个氨基酸的蛋白质。
它存在于细胞质中，并含有 CHCR 结构域（site: 614—772）和 RING-H2 fnger 结




肝脏中低表达，在心脏中高表达），它的 mRNA 的长度约为 2.3kb。 
hVPS33 的 mRNA 定位于染色体的 15q26.1，长度约为 2.6kb。推测其含有
1854bp 的开放阅读框，编码 671 个氨基酸，分子量大小为 70.6kDa。经蛋白分析
显示它存在胞浆中并且含有一个 Sec1 结构域（site：105—612），因此 hVPS33
也是 Sec1 家族的成员，它具有相对独特的功能。hVPS39 的分子量大小为 75kD,
它编码一个含有 1049 个氨基酸的亲水性蛋白质，其缺少一个信号序列或跨膜结
构区。它的第 733—893 位氨基酸形成 CHCR 结构域，能够参与网格蛋白小泡衣
被的形成，这个结构域可能具有结合蛋白质的功能，但目前还未发现它的配体的
特性 [12]。hVPS41 的分子量大小约为 120kD，它的亚细胞定位结构模式是
hVPS41-ring 和 Ringonly 蛋白，从而认识到 RING-H2 蛋白基序介导 hVPS41 与
膜的融合，这些结构域是在膜融合过程中不可缺少的，它是 Ypt7 的影响因子，


















图 1-1：VPS ClassC 的代表蛋白质的结构域示意图 
A． hVPS11 蛋白平面结构        B. hVPS18 蛋白平面结构 
Fig 1-1 The plane structural features of VPS ClassC 
A. The plane structure of the protein hVPS11   B. The plane structure of 
the protein hVPS18 
注：摘自 Kim 等，2001[14] 
 
 
图 1-2：HOPs 的各蛋白组分的 3D 结构示意图 
Fig 1-2 Cartoon representing the component of the HOPS 3D structure 
注：摘自 Nickerson 等，2009[5] 
































Fig 1-3 Cellular trafficking pathways governed by VPS-C complexes 
注：摘自 Nickerson 等，2009[5] 
1.1.3 HOPs 复合体的功能 

























和内体到 vacuole 的两个过程中出现缺陷。 Sato [1] 等发现 VPS16 还对










Sato [1] 等还发现 VPS-C complex 能够与 Vam3 聚合在一起，发生蛋白质-蛋
白质的相互作用。在囊泡的运输过程中，VPS11，VPS16 和 VPS18 可组成一个
亚复合物，它可通过 VPS33 与 VPS16 的相互作用，使 VPS33 聚集到 vacuole 的
周围[21]。如果细胞中没有 VPS16，那么 VPS33 将不能与 VPS11 和 VPS18 相结
合。如果没有 VPS18，那么 VPS33 还能与 VPS16 结合，但不能与 Vam3 结合。
从而揭示了 VPS18 能够稳定 Vam3–VPS33 之间的相互作用。除此之外，VPS33
还是 Sec1/Munc18 家族蛋白中的成员之一。 
1.1.3.2  VPS39 在囊泡运输过程中作为 Ypt7 的 GEF 或者 Rab7 的 effector 
在 VPS39 缺失的酵母细胞中，可以发现内体的小室和囊泡中的细胞质的聚
集，从而导致它们不能与 vacuole 相融合、vacuole 被分裂或者水解酶被错误分选
等缺陷[22,23]。由此得知，VPS39 在内体或溶酶体中的定位对于溶酶体蛋白的运输















的 GTP-bound（激活）形式相合，并且作为 Ypt7 的下游效应因子，即鸟嘌呤核
苷酸交换因子（guanine nucleotide exchangefactors，GEF）[24]。Wurmser[3] 等发
现 VPS39 还可优先与 GDP-bound（失活）和无核苷酸结合的 Ypt7 相结合，而并
不与其他 GTP 酶结合，进一步说明 VPS39 的功能是作为 Ypt7 的核苷酸交换因
子。 
在哺乳动物中，mVPS39 能够在不增加 Rab7 的 GTP 结合的情况下引起溶酶
体的聚集。此外，mVPS39 的突变体可以在不增加 Rab7-GTP 水平的条件下使溶
酶体解体，并且增进生长因子的非依赖性。总之，mVPS39 能够调节溶酶体的形
态发生并在维持生长因子依赖性方面发挥重要作用[25]。 
1.1.3.3  VPS41 在囊泡运输过程中参与 AP-3 途径 
Darsow[26] 等发现 VPS41 能够在高尔基体中介导 AP-3（adaptor protein 
complex-3）运输囊泡的形成，并促进其与溶酶体囊泡融合。hVPS41 是人类
VPS41p 的同源物，它在两个不同的亚型中表达，一个包含 C 末端的 RING-H2 序
列基序。短暂的表达分析证明了这个 RING-H2 结构域是造成膜相互联合所必需
的，并且被细胞质定位和特定点突变体等研究进一步证明。目前在酵母中的研究
成果证明了 VPS41p 和 AP-3 有着功能性的协作[27]，缺少任何一种蛋白就会导致
特有的 vacuole 水解酶的错误分选[28]。 
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